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The presence of microorganisms in the substrate is detected with increasing frequency using chemical methods.
During the first 9 weeks ergosterol concentration in sterile or not sterile soil inoculated with one of the
damping−off fungi reached 966 µg/g, while number of colony forming units (cfu) went up to 247×103 cfu/g.
Ergosterol concentration was correlated with the size of the soil fungal community estimated in terms of
the number of colony forming units in soil. Pearson's correlation coefficient was 0.700−0.946 for sterile and not
sterile soil. Higher content of ergosterol was observed for F. sambucinum var. sambucinum, H. haematococca and
T. cucumeris while higher average content of cfu was observed for H. haematococca and T. cucumeris.

KEY WORDS

ergosterol, microbiological and chemical analysis of soil, damping−off fungi

Determination of fungal biomass in soil using ergosterol content analysis

ABSTRACT

Oznaczanie biomasy grzybni w glebie metodą analizy 
zawartości ergosterolu

Addresses

Lidia Szwajkowska−Michałek (1) – e−mail: lidiasz17@wp.pl
Hanna Kwaśna (2) – e−mail: kwasna@up.poznan.pl
Juliusz Perkowski (1) – e−mail: julperk@up.poznan.pl

(1) Katedra Chemii; Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; ul. Wojska Polskiego 75; 60−637 Poznań 
(2) Zakład Fitopatologii Leśnej; Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; ul. Wojska Polskiego 71 C; 
60−637 Poznań

Wstęp

Do podstawowych metod określania struktury zbiorowiska mikroorganizmów w glebie należą

metody mikrobiologiczne. Opierają się one m.in. na izolacji mikroorganizmów na podłożach mikro−

biologicznych, liczeniu kolonii wyrosłych z jednostek tworzących kolonie (u grzybów z zarod−

ników lub fragmentów strzępek) w objętości gleby oraz ocenie morfologicznej (podobieństwo

fenotypowe) lub molekularnej (pokrewieństwo) wyrosłych kultur [Mańka 1974]. Coraz częściej

obecność mikroorganizmów w podłożu stwierdza się metodami chemicznymi. Opierają się one

na analizie związków wchodzących w skład mikroorganizmów. Jednym z nich jest ergosterol.

Ergosterol jest głównym sterolem grzybów [Newell 1992]. Niewielkie ilości ergosterolu znajdują

się również u glonów jednokomórkowych, pierwotniaków i niektórych bakterii [Weete 1989;

Zhao i in. 2005]. Ergosterol uczestniczy w budowie i funkcjonowaniu błony cytoplazmatycznej

komórek i błon mitochondriów w grzybni wegetatywnej i zarodnikach. Decyduje o integralności

błon. Jego zawartość wpływa na intensywność oddychania grzybów [Sundberg i in. 1999]. 

Oznaczanie zawartości ergosterolu zastosowali po raz pierwszy Seitz i in. [1977]. Metodą

wysokosprawnej, ciśnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) badali zawartość ergosterolu 

w ziarnie zbóż zasiedlonym przez grzyby. Metodę zastosowano do badania biomasy grzybów
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[Gessner, Newell 1997; Montgomery i in. 2000; Ruzicka i in. 2000] oraz zanieczyszczenia mikro−

biologicznego zbóż, produktów spożywczych, materiałów budowlanych i powietrza [Grant,

West 1986; Johnson, McGill 1990a, b; Müller, Schwadorf 1993; Gutarowska, Żakowska 2002;

Lau i in. 2006]. 

Celem pracy było wyznaczenie zawartości biomasy grzybowej w leśnej glebie szkółkowej

w różnym okresie po inokulacji grzybami zgorzelowymi. Podjęto również próbę korelacji

wyników dwóch metod badania zasiedlenia gleby przez grzyby. Pierwszą była mikrobiologiczna

analiza gleby przeprowadzona tradycyjną metodą izolacji grzybów na pożywce, drugą natomiast

chemiczna analiza gleby przeprowadzona metodą badania zawartości ergosterolu. 

Materiały i metody

GLEBA. Do badań użyto niesterylnej i sterylnej leśnej gleby szkółkowej inokulowanej jednym

z następujących grzybów zgorzelowych: F. oxysporum, F. sambucinum var. sambucinum Fuckel,

Haematonectria haematococca (Berk. & Broome) Samuels & Rossman, Neonectria radicicola (Gerlach

& L. Nilsson) Mantiri & Samuels i Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk i podlewanej

płynem pohodowlanym Pencillium adametzii Zaleski. Gleba pochodziła ze szkółki leśnej z Wiel−

kopolski (Garncarski Bród, Nadleśnictwo Oborniki Wlkp.). Jej odczyn wynosił 3,5 w skali pH.

Sterylizację gleby wykonano 7 dni przed inokulacją grzybami zgorzelowymi, dwukrotnie w od−

stępach 24 godz., każdorazowo przez 2 godz. w temperaturze 121°C. 

MIKROBIOLOGICZNA IZOLACJA GRZYBÓW. Izolację grzybów przeprowadzono metodą rozcieńcza−

nia próbki gleby [Johnson, Mańka 1961; Mańka 1964]. 1 g gleby łączono ze 149 g sterylnego

piasku kwarcowego w kolbie. 27 mm3 mieszaniny glebowo−piaskowej umieszczano w sterylnej

płytce Petriego. Zalewano ją schłodzoną do 50°C pożywką Martina−Johnsona (pepton 5,0 g,

KH2PO4 1,0 g, MgSO4×7 H2O 0,5 g, glukoza 10 g, róż bengalski 0,03 g, aureomycyna 0,0025 g,

agar 20 g, woda destylowana do 1 l) [Martin 1950; Johnson 1957]. Grzyby inkubowano w tempe−

raturze 25°C przez 7 dni. Liczbę izolatów określono po zliczeniu kolonii grzybowych. Izolację

grzybów z gleby niesterylnej i sterylnej wykonano odpowiednio 9− i 8−krotnie, w odstępach tygo−

dniowych; każdorazowo w 10 powtórzeniach. Wyliczono liczbę jednostek tworzących kolonie

(jtk) w 1 g gleby. 

CHEMICZNE OZNACZANIE ERGOSTEROLU. Ekstrakcję ergosterolu przeprowadzono, wykorzystując

metodę Perkowskiego i in. [2008]. Do 0,2 g gleby dodano 0,5 ml 2M NaOH i 2 ml metanolu

(CH3OH). Dla ułatwienia saponifikacji (zmydlania) i początkowej ekstrakcji metanolem próbę

podgrzewano promieniami mikrofalowymi (370 W, 2×20 s.). Następnie próbę chłodzono i neu−

tralizowano 1M HCl i 2 ml CH3OH, po czym kontynuowano ekstrakcję ergosterolu przy użyciu

pentanu (C5H12, 4 ml, 3×5 min). Warstwy pentanowe połączono i odparowano w strumieniu

azotu. Analizę chemiczną prowadzono metodą wysokosprawnej, ciśnieniowej chromatografii

cieczowej (HPLC). Rozdział chromatograficzny prowadzono na kolumnie Nova Pack 

z fazą związaną oktadecylową C−18, z fazą wymywającą acetonitryl/metanol w stosunku 9:10 (v/v),

przy przepływie 0,6 ml/min. Detekcję ergosterolu prowadzono w detektorze absorpcji światła

nadfioletowego i widzialnego przy długości fali �=282 nm (Waters 486 Tunable Absorbance

Detector). Odzysk ergosterolu wynosił 97%, a poziom wykrywalności 0,02 µg/g. 

ANALIZA SATYSTYCZNA. W celu określenia korelacji liniowej między liczbą jednostek tworzących

kolonie grzybowe w 1 g gleby a zawartością ergosterolu w 1 g gleby wyznaczono wartości współ−

czynnika korelacji Pearsona z uwzględnieniem poziomu istotności p<0,05 i p<0,001, stosując

program Statistica 6.0. Wykresy przedstawiające liczbę jednostek tworzących kolonie i zawartość
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ergosterolu w glebie sterylnej i niesterylnej innokulowanej jednym z grzybów zgorzelowych

sporządzono na podstawie obserwacji trwającej 9 tygodni, wybierając 2., 5. i 9. tydzień jako

znaczące punkty obrazujące przebieg doświadczenia.

Wyniki

Zawartość ergosterolu w glebie inokulowanej grzybami zgorzelowymi, w okresie do 9 tygodni,

wynosiła od 0 do 966 µg/g, a liczba jednostek tworzących kolonie 0−247×103 jtk/g (ryc.). W okre−

sie badań zawartość ergosterolu oraz liczba jtk zaczynała rosnąć w 3. tygodniu, osiągając maksimum

w 5. tygodniu, natomiast w ostatnim tygodniu obserwowano spadek wartości zarówno ergoste−

rolu, jak i jtk. Jedynie w przypadku Fusarium oxysporum zawartość ergosterolu w glebie nieste−

rylnej osiągnęła wartość maksymalną w 9. tygodniu obserwacji. W glebie niesterylnej zawartość

ergosterolu obserwowano na poziomie 13,97−56,16 µg/g. W glebie sterylnej zawartość ergoste−

rolu osiągnęła wyjątkowo wysokie wartości (362,4 µg/g w 5. tygodniu dla F. sambucinum var. 

sambucinum, 966 µg/g w 5. tygodniu dla H. haematococca i 309 µg/g w 5. tygodniu dla T. cucumeris). 
W glebie niesterylnej zawartość jtk kształtowała się na poziomie 2,65×103−61,4×103 jtk/g. Naj−

wyższą średnią zawartość jtk dla gleby sterylnej obserwowano dla H. haematococca (247×103 jtk/g

w 5. tygodniu), Fusarium oxysporum (190×103 jtk/g w 5. tygodniu) i T. cucumeris (155×103 jtk/g 

w 5. tygodniu) (ryc.). Współczynnik korelacji Pearsona przyjmował wartości 0,744−0,946 dla

gleby niesterylnej i 0,700−0,900 dla gleby sterylnej (tab.). 

Dyskusja

Z uwagi na obecność ergosterolu w ścianach komórkowych grzybów przyjmuje się, że zawartość

tego związku w glebie jest skorelowana z wielkością biomasy grzybów [Marfleet i in. 1991;

Schnürer, Jonsson 1992; de Castro i in. 2002; Gutarowska, Żakowska 2002]. Niniejsze badania

prezentują relacje między zawartością ergosterolu i biomasy grzybowej w glebie. Zaobserwo−

wano wyraźną korelację między zawartością ergosterolu w glebie i wielkością populacji grzybów

wyrażoną liczbą jednostek tworzących kolonie. Współczynnik korelacji wyniósł 0,700−0,946 

i był zbliżony do wartości (0,950) stwierdzonej przez Barajas−Aceves i in. [2002] i Montgomery 

i in. [2000]. W prezentowanych badaniach współczynnik korelacji był na ogół wyższy dla gleby

niesterylnej, co stoi w sprzeczności z wynikami Barajas−Aceves i in. [2002], którzy nie stwierdzili

wyraźnej korelacji między zawartością ergosterolu i biomasą C w glebie niesterylnej. Brak kore−

lacji tłumaczyli obecnością w glebie innych, pozagrzybniowych mikroorganizmów posiadających

ergosterol. 

Zawartość ergosterolu w glebie zależy nie tylko od wielkości biomasy grzybów, ale także

od fizycznych i chemicznych warunków środowiska: m.in. struktury, temperatury, wilgotności,

odczynu, zawartości tlenu i składników pokarmowych, charakteru zawartych związków [Seitz 

i in. 1979; Newell i in. 1987; Salmonowicz, Nylunda 1988; Schnürer 1993; Newell 1994;

Montgomery i in. 2000; Nielsen, Madsen 2000; Dawson−Andoh 2002]. Nie bez znaczenia jest

obecność nisz ekologicznych preferujących okresowy i lokalny rozwój określonych grup grzy−

bów. Średnio przyjmuje się jednak obecność 4−5 µg ergosterolu w 1 mg biomasy grzybów gle−

bowych [Montgomery i in. 2000; Ruzicka i in. 2000; Eiland i in. 2001]. 

W badanej leśnej, niesterylnej glebie szkółkowej stwierdzano bardziej stabilną zawartość

ergosterolu w czasie niż w glebie sterylnej. Po 3. tygodniu nastąpił wzrost zawartości ergosterolu

w wyniku wzrostu populacji grzybów stymulowanych metabolitami P. adametzii dodawanymi do

gleby. W 3.−5. tygodniu średnia zawartość ergosterolu w glebie niesterylnej wynosiła 13,97−56,16 µg/g.

Zawartość ergosterolu była wyższa lub mieściła się w granicach obserwowanych w glebach
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Ryc. 

Liczba jednostek tworzących kolonie i zawartość ergosterolu w ciągu 9 tygodni w glebie sterylnej i nieste−
rylnej innokulowanej jednym z grzybów zgorzelowych

Number of colony forming units and ergosterol content within 9 weeks in soil sterile and non−sterile 
inoculated with one of the damping−off fungi

leśnych przez innych badaczy: m.in. 5,45 µg/g gleby z terenu Niemiec [Djajakirana i in. 1996],

2,36 µg/g gleby z południowych terenów USA [Stahl, Perkin 1996], 30,8−34,4 µg/g i 25,6−85,9 µg/g

gleby z lasów sosnowych [Ohtonen, Vare 1998; de Ridder−Duine i in. 2006]. Według Westa i in.

[1987a],  Scheua i Parkinsona [1994] oraz Ruzicki i in. [2000] zawartość ergosterolu w glebie

wynosi 0,08−230 µg/g gleby.  Różnice mogą wynikać z zastosowania różnych metod ekstrakcji.
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W niniejszych badaniach zastosowano ekstrakcję w środowisku alkalicznym, co, jak podają Davis

i Lamar [1992], zwiększa dokładność analizy. 

Dla gleb najczęściej podaje się korelację między zawartością ergosterolu (µg/g) i zawarto−

ścią suchej masy grzybni (mg/g). West i in. [1987a, b] oraz Stahl i Parkin [1996] podają korelacje

między zawartością ergosterolu i powierzchnią strzępek (0,16 pg ergosterolu w 1 cm2 grzybni) 

i długością strzępek (w 1 g gleby, 1−3,5 µg ergosterolu odpowiadało 100−1 270 m wszystkich

strzępek i 20−250 m żywych strzępek, współczynnik korelacji wynosił 0,638−0,874). Korelację

między zawartością ergosterolu w µg i liczbą jednostek tworzących kolonie w 1 g ziarna zbóż

stwierdzili Marfleet i in. [1991], Schnürer i Jonsson [1992], Tothill i in. [1992] oraz de Castro 

i in. [2002]. Współczynnik korelacji wynosił odpowiednio 0,91−0,95 i 0,72−0,88. U Gawrysiak−

−Witulskiej i in. [2008] zawartość ergosterolu w ziarnie zbóż wynosiła 0,92−10,87 ug/g, liczba 

jtk 7000−43000/g, współczynnik korelacji r=0,92. W badaniach zanieczyszczenia mikrobiolo−

gicznego środowiska tylko Gutarowska i Żakowska [2002] podają korelację między zawartością

ergosterolu i liczbą jednostek tworzących kolonie na powierzchni materiałów budowlanych.

Zawartość ergosterolu >3,96 mg/m2 powierzchni odpowiadała obecności 1000−100 000 000 jtk/m2,

a współczynnik korelacji wynosił 0,790−0,933. 

Newell i in. [1987] oraz Ekblad i in. [1998] obserwowali spadek zawartości ergosterolu za−

równo po autolizie strzępek grzybów, jak i w starzejących się mikoryzach. Ekblad i in. [1998]

przypisali to degradacji ergosterolu w zamierających lub w martwych strzępkach. Obie obser−

wacje przyczyniły się do powstania opinii, że ergosterol ulega szybkiej degradacji po śmierci grzy−

bów, a badanie zawartości ergosterolu może służyć do badania wielkości żywej biomasy grzybów

[Seitz i in. 1979; West i in. 1987a; Scheu, Parkinson 1994]. Okazuje się jednak, że ergosterol ulega

szybkiej degradacji, ale tylko na świetle (43% w ciągu 24 godz. [Mille−Lindblom i in. 2004]).

Przy braku światła degradacja przebiega znacznie wolniej (34% w ciągu 2 miesięcy). 

Mille−Lindblom i in. [2004] zasugerowali możliwości rozkładu ergosterolu pod wpływem

wysokiej temperatury. Kadakal i Artik [2008] podają, że temperatura 70−95°C, zwłaszcza przy

niższym pH podłoża, przyspiesza degradację ergosterolu w paście pomidorowej. Newell i in.

[1987] zaobserwowali, że wysoka temperatura rozkłada ergosterol, ale tylko na świetle. W niniej−

szych badaniach obserwowano podobną, początkową zawartość ergosterolu w glebie niesterylnej

i wysterylizowanej poprzez autoklawowanie. Wydaje się, że zastosowana temperatura autokla−

wowania (121°C) nie rozłożyła ergosterolu grzybów, pomimo że denaturowała białko, powodując

zamarcie żywej biomasy grzybów. Uzyskany wynik sugeruje małą podatność ergosterolu

zawartego w glebie na rozkład pod wpływem temperatury powyżej 100°C. Można przypuszczać,

Grzyb Gleba niesterylna Gleba sterylna 

Neonectria radicicola 0,744** 0,848**

Fusarium oxysporum 0,894** 0,900*

Fusarium sambucinum var. sambucinum 0,913* 0,831**

Haematonectria haematococca 0,946* 0,700**

Thanatephorus cucumeris 0,943* 0,888**

Tabela.

Wartości współczynnika korelacji Pearsona między liczbą jednostek tworzących kolonie i zawartością ergo−
sterolu w glebie sterylnej i niesterylnej innokulowanej jednym z grzybów zgorzelowych

Pearson correlation coefficients between the number of colony forming units and the content of ergosterol
in non−sterile and sterile soil inoculated with one of the damping−off fungi

*p<0,001; **p<0,05
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że duża odporność ergosterolu na wysoką temperaturę wynika z denaturacji enzymów uczest−

niczących w rozkładzie ergosterolu. Wynik ten stoi w sprzeczności z wynikami Barajas−Aceves 

i in. [2002], którzy w glebie nieautoklawowanej stwierdzili 2−4 razy mniej ergosterolu niż w glebie

autoklawowanej.

Analiza mikrobiologiczna oparta na liczeniu jednostek tworzących kolonie uwzględnia kolo−

nie wyrastające tylko z żywych komórek grzybów. Analiza chemiczna oparta na badaniu zawartości

ergosterolu stwierdza natomiast ergosterol zarówno w żywych, jak i martwych strzępkach.

Stosunek długości wszystkich strzępek do żywych strzępek grzybów w glebie zdaniem Stahla 

i Parkina [1996] wynosi (4−)5:1. Wnioskowanie na temat wielkości biomasy grzybów w glebie na

podstawie liczby jednostek tworzących kolonie powinno więc uwzględniać podany powyżej sto−

sunek. Należy również uwzględnić fakt, że zastosowana analiza mikrobiologiczna często nie

stwierdza obecności podstawczaków, uśpionych endofitów, jak również gatunków, które nie

rosną lub rosną wolno na podłożach sztucznych [Kwaśna i in. 2008].

Analiza zawartości ergosterolu jest bardzo obiecującą metodą badania biomasy grzybni 

w glebie. Wynika to ze specyfiki występowania ergosterolu, jego stosunkowo dużej odporności

na rozkład w glebie [Mille−Lindblom i in. 2004], dużej odporności na działanie innych mikroor−

ganizmów, jak również stosunkowo prostej techniki analizy. Jest to dobra metoda do badań

obecności grzybów w glebie i reakcji grzybów na zabiegi agrotechniczne, stosowane nawozy 

i środki chemiczne. Zawartość ergosterolu w glebie nie zależy od zanieczyszczenia gleby meta−

lami ciężkimi i niektórymi fungicydami [Barajas−Aceves i in. 2002], dlatego metoda ta może być

stosowana dla badań mikrobiologicznych gleb zanieczyszczonych, zwłaszcza monitorowania

procesu bioremediacji. Bardziej stabilna zawartość ergosterolu w glebie niesterylnej oznacza, 

że metoda może być bardziej przydatna dla badania środowisk zrównoważonych i mniej dyna−

micznych, może posłużyć także do monitorowania populacji grzybów w podłożach szkółkar−

skich. Niestety, nie pozwala ona identyfikować grzybów, a jedynie potwierdzać ich obecność czy

też rejestrować zmiany w ich liczebności. Nie ma zatem możliwości różnicowania jakościowego

pod względem składu gatunkowego grzybów występujących w podłożu. Oznaczanie ergosterolu

znalazło również zastosowanie do oceny intensywności kolonizacji mykoryzowej siewek w wa−

runkach nie tylko laboratoryjnych, ale także polowych, jako alternatywa dla pracochłonnych

metod tradycyjnych [Salmonowicz, Nylunda 1988; Wallander i in. 1997].

Podsumowanie

Zawartość ergosterolu w sterylnej i niesterylnej glebie inokulowanej grzybami zgorzelowymi 

(F. oxysporum, F. sambucinum var. sambucinum, Haematonectria haematococca, Neonectria radicicola
i Thanatephorus cucumeris) w 1.−9. tygodniu wynosiła 0−966 µg/g. Zaczynała ona wzrastać w 3. tygod−

niu i osiągała większe wartości w 4.−6. tygodniu. Wzrost zawartości ergosterolu świadczy o wzroście

populacji grzybów zgorzelowych, które w tym czasie u siewek powodują zgorzel powschodową.

Okresowo, tylko w glebie sterylnej, osiągnęła wyjątkowo wysokie wartości. Najwyższą średnią

zawartość jtk obserwowano dla H. haematococca (247×103 jtk/g w 5. tygodniu). Zawartość ergo−

sterolu w glebie była skorelowana z wielkością populacji badanych grzybów wyrażoną liczbą

jednostek tworzonych kolonie w 1 g gleby. Współczynnik korelacji Pearsona wynosił odpowied−

nio 0,700−0,946. Wysokie wartości współczynnika korelacji świadczą o istotnej korelacji wielkości

populacji badanych grzybów z zawartością ergosterolu. Wydaje się zatem, że metoda oznaczania

zawartości ergosterolu jest skuteczna nie tylko do stwierdzenia obecności grzybów, ale również

stopnia zasiedlenia podłoża przez grzyby. W podłożu szkółkarskim metoda ta może posłużyć do

monitorowania przebiegu zgorzeli powschodowej siewek.
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Determination of fungal biomass in soil using ergosterol content analysis

The presence of microorganisms in the substrate is detected with increasing frequency using

chemical methods. They are based on the qualitative and quantitative analyses of compounds

which these microorganisms contain. Ergosterol is the primary sterol of fungi [Newell 1992,

Sundberg et al. 1999]. Determination of its contents for the determination of fungal biomass

was applied for the first time by Seitz et al. [1977]. The content of ergosterol in soil inoculated

with damping−off fungi in the 1st−9th week amounted to 0−966 µg/g. Higher content of ergosterol

was observed at the level of 120.4 µg/g−966.0 µg/g in the 5th week. Higher average content of cfu

was observed for H. haematococca and T. cucumeris (fig.). Ergosterol content was correlated with

summary
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the size of fungal populations expressed in the number of colony forming units in 1 g soil more

frequently in not sterile soil. Pearson’s correlation coefficient reached 0.744−0.946 for not sterile

soil and 0.700−0.900 for sterile soil (tab.). The analysis of ergosterol content is a highly promising

method to study mycelial biomass in soil. It is a good method to study the presence of fungi in

soil and the response of fungi to cultivation measures, applied fertilizers and chemicals. A more

stable content of ergosterol in not sterile soil means that the method may be more suitable for

the analyses of balanced and less dynamic environments.


